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(54) DISPOSITIF DE CARACTERISATION DE MISE AU POINT DE MICROSCOPE OPTIQUE. 

(57) [.'invention concerne un dispositif permettant de carac- 
teftser la mise au point d'un microscope optique en utilisant 
la reflexion d'un faisceau lumineux sur une surface R soli- 
daire de I'echantillon a observer E. 

Le faisceau lumineux, issu d'un point A, est injecte dans 
le microscope par un separateur II est refracte par I'ob- 
jectif O, est reflechi par la surface R, est a nouveau refracte 
par I'objectif O avant de se focaliser au point A dont la po- 
sition depend de la distance echanti 1 1 on/object if. Un detec- 
teur D renseigne sur la position de A 3 . Lorsque la mise au 
point n'est pas realisee, la distance echanti I lon/objectif 
n'est pas nominale. Le detecteur genere alors un signal 
permettant la correction de cette distance. 
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Le r6glage de mise au point d'un microscope optique est g6n£ralement fait manuellement, 
mSme si le microscope est 6quip6 d'un appareil de prise de vues ou d'une camera. Pour des 
observations imm6diates lorsque 1'utilisateur doit rester k proximity du microscope, cette 
n6cessit£ de rdglage manuel ne constitue g6n£ralement pas un probteme majeur. 
5 Cependant, de plus en plus souvent, des observations microscopiques s'int&grent dans des 
processus automatisms. C'est le cas par exemple pour les examens et comptages 
bactdriologiques sur dchantillons multiples, et pour le suivi de cultures cellulaires 
n£cessitant des examens k intervalles de temps rdguliers. II est ndcessaire de refaire 
p6riodiquement le rdglage de la mise au point du microscope, soit suite k un d6placement 
10 ou un changement de l'dchantillon, soit simplement pour compenser les derives des 
structures mdcaniques. Un rdglage simplement manuel est tout k fait inadaptd k ce genre 
de situations. 

Certains dispositifs ont 6i€ imagin6s pour rendre automatiques ces rdglages de mise au 
point. Ces systemes se composent essentiellement d'une partie detection qui permet de 

15 dire si la mise au point est r£alis£e, et d'une partie actionneur qui agit m£caniquement sur 
le nJglage du microscope au cas oCi la mise au point doit Stre retouchde. Le 
fonctionnement de la partie detection repose g£n£ralement sur l'analyse de l'image fournie 
par le microscope, cette image 6tant saisie par une camera et trait£e par logiciel. La critfere 
de mise au point est bas6 sur l'optimisation du contraste ou des hautes frequences spatiales 

20 de l'image. Ce mode de caract£risation de la mise au point est directement inspire de la 
demarche humaine de 1'utilisateur qui r&gle le microscope en fonction de l'image qu'il 
observe. 

R6gler la mise au point d'un microscope consiste k placer le plan ^observation P, defini 
par la construction du microscope, dans le plan de l'echantillon qui int6resse Tobservateur. 
25 Un tel rdglage revient done k placer le plan de l'echantillon k examiner k une distance bien 
definie du plan principal objet de l'objectif. 

La pnJsente invention concerne un dispositif de caract6risation de mise au point destine k 
etre int6gr6 dans un microscope optique. Un faisceau lumineux issu de l'objectif du 
microscope se r6fl£chit sur une surface solidaire de l'echantillon. Cette reflexion permet 
30 d'ajuster la distance surface r6fl6chissante/objectif, done la distance 6chantillon/objectif 
c'est k dire la distance de mise au point. La surface r£ftechissante peut 8tre de toute nature. 
II peut s'agir par exemple de la surface de l'echantillon elle mSme, ou d'une surface de 
lamelle couvre-objet ou porte-objet dans le cas d'observation d'objets biologiques. 

Le schema general est porte sur la figure 1. Un faisceau, qui peut etre visible ou 
35 infrarouge est issu d'un point lumineux Ai situ6 sur l'axe optique dans un plan II i 
perpendiculaire k cet axe. Ce point lumineux Ai peut Stre materialist par le trou trbs fin 
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d'un diaphragme ou par le point de focalisation d'un faisceau lumineux. Ce faisceau peut 
en particulier etre un faisceau laser. Dans un mode particulier de realisation, on peut 
consider le plan IIi rejete k l'infini. Dans ce cas le faisceau lumineux sera un faisceau 
collimate. Ce faisceau lumineux pourra Stre visible ou infrarouge. 

5 Ce faisceau est introduit dans le tube du microscope au moyen d'un sdparateur de faisceau 
Si et est rfifract<5 par l'objectif du microscope (X II converge en un point A2. Apr&s 
reflexion sur la surface r<5fl6chissante R solidaire de l'echantillon E, ce faisceau est k 
nouveau r£fract£ par l'objectif. Aprbs reflexion sur un sdparateur S 2 il est focalis6 en un 
point A 3 . La position de ce point A 3 depend des positions relatives des divers elements 

10 optiques refiechissant ou r6fractant le faisceau. EUe depend en particulier de la position de 
la surface r6fl6chissante R par rapport k l'objectif du microscope. Quand la mise au point 
est correcte, le point A 3 se trouve dans un plan II3 perpendiculaire k l'axe optique du 
systeme; c'est ce qui definit la position du plan n 3 . 

La surface rdfl^chissante R &ant solidaire de l'echantillon, un ddfaut de mise au point se 
15 traduit par une modification du chemin optique suivi par le faisceau. Dans ce cas le point 
de convergence A3 se trouve hors du plan II3. 

Un detecteur de position de foyer D renseigne sur la position du point A 3 par rapport au 
plan n 3 . La position de ce detecteur est definie de sorte que lorsque la mise au point est 
correcte, c'est k dire le point A 3 dans le plan II 3 le detecteur g£nfere un signal constituant 

20 une reference. Lorsque la mise au point n'est pas correcte, le point A 3 ne se trouve pas 
dans le plan n 3 . Dans ce cas, le detecteur g6n6re un signal, autre que le signal de 
r6f£rence et qui renseigne sur la position de A 3 . 
Ce signal engendre alors une action de correction de la mise au point. 
Divers types de d&ecteurs de position de foyer D ont 6x6 imagines. On peut citer en 

25 particulier le dispositif k couteau pr£sent£ en figure 2. Un couteau (C) est place dans le 
plan n 3 . et deiimite deux demi-espaces dont la fronti&re coupe l'axe optique du systeme. 
Un detecteur deux cadrans Q est place derrifere le couteau, la ligne de separation des deux 
cadrans etant parallfele k la bordure du couteau. Si le point A 3 se trouve dans le plan II3 
juste sur la lame du couteau. Les deux cadrans du detecteur Q sont egalement eclairs 

30 (figure 2a). Le signal issu du detecteur constitue alors le signal de reference. Par contre, si 
le point A 3 ne se trouve pas dans le plan n 3 un seul des cadrans est eclaire. Cet eclairage 
differentiel est k l'origine d'un signal autre que le signal de reference et qui agit sur le 
reglage de la mise au point (figures 2b et 2c). 
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Les positions relatives de Oi et n 3 sont telles que lorsque la mise au point est correcte, ils 
sont conjugu6s optiques. N'importe quel couple de plans v6ifiant cette condition peut etre 
choisi. 

II peut ndanmoins etre judicieux de choisir ces plans conjugufis optiques avec la surface 
5 r6f!6chissante R par I'objectif du microscope. Dans une telle configuration, un dSfaut 
d'orientation de la surface nJftechissante ne d£portera pas le point A 3 hors de l'axe optique. 
Ceci facilite g£n6ralement la detection. 

Des composants optiques additionnels peuvent Stre places sur le chemin optique du 
faisceau afin de placer les plans 111 et n 3 dans des positions accessibles. Considdrons par 

10 exemple le cas d'un microscope avec image intermddiaire k l'infini. Si, comme dans le cas 
de la figure 3, la surface r£fl6chissante R est confondue avec le plan de Tobjet k examiner 
(ce qui est gdndralement vrai pour les observations biologiques, la surface r^ftechissante 
6tant le dioptre de la lamelle de verre en contact avec l'6chantillon), placer 111 et II3 dans 
des plan conjuguds de la surface r6f!6chissante signifie les placer k l'infini, ou, ce qui est 

15 Equivalent du point de vue optique, dans les plans focaux d'optiques convergentes Li et 
L 3 . 

Les avantages de ce dispositif de caract6risation et de r6glage de mise au point par rapport 
aux syst&mes passant par une analyse d'images sont norabreux. On peut citer entre autres : 

- la rapiditi, 

20 - la simplicity de realisation (en particulier dans le cas de l'utilisation d'un laser comme 
faisceau lumineux, 

- la possibility de faire une mise au point mSme sans image visible. Ceci est 
particuli&rement int&ressant en microscopie de fluorescence sur des objets trfcs peu 
lumineux et pour lesquels les images sont enregistnJs par un film photographique ou 

25 une camdra h integration mettant en jeu des temps de pose importants. 
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REVINDICATIONS 



1) Dispositif de caractiSrisation de mise au point de microscope optique caract£ris6 en 
ce qu'un faisceau lumineux est r^ftechi sur une surface R solidaire de l'6chantillon h 
examiner E et est conduit vers un d^tecteur D qui permet de connaitre la position relative 

5 de la surface r6fl6chissante par rapport k I'objectif du microscope afin de la corriger au 
moyen d'un syst&me de dtplacement. 

2) Dispositif selon la revendication 1 caract£ris<S en ce qu'apr&s la r6flexion sur la 
surface R le faisceau lumineux est focalisd en un point A3 dont la position depend de celle 
de R , le ddtecteur D dtant sensible k la position de ce point A3 . 

10 3) Dispositif selon la revendication 1 caract£ris<5 en ce qu'un faisceau lumineux est 
injects dans le chemin optique du microscope au moyen d'un stparateur de faisceau. 

4) Dispositif selon les revendications 1 & 3 caractdrisd en ce que le faisceau lumineux 
est issu d'un laser. 

5) Dispositif selon une quelconque des revendications prdcSdentes caracttrise en ce 
15 que le faisceau lumineux est un faisceau infrarouge. 

6) Dispositif selon les revendications 1 et 2 caractfiris6 en ce que la surface 
nSftechissante R est constitute par une face de la lamelle porte-objet ou couvre-objet en 
contact avec l'6chantillon. 

7) Dispositif selon une quelconque des revendications pr6c<5dentes caract6rise en ce 
20 que le d&ecteur D est sensible k la position du point de focalisation de faisceau. 
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